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背景	
	 薬用植物は、様々な薬理作用を有する化合物を産生し、様々な医薬品の原料として用いられる重要な資源である。そ
れらの薬用植物の品質を高め、かつ、安定的に栽培、供給するためには、必要とされる有用物質の生合成経路を明らか
にすることが重要である。近年の技術革新により次世代シーケンサー（NGS）は飛躍的な発展を遂げ、ゲノム配列が明ら
かにされていない植物においても、NGSから得られたRNA-Seqデータをアセンブルして転写産物の配列を調べることがで
きるde	novoトランスクリプトーム解析によってその植物が有する遺伝子を同定することが可能になり、国内外で様々
な研究が行われている。本研究では、トウサイカチとジオウを対象としたトランスクリプトーム解析によって、①トウ
サイカチにおけるサポニン生合成経路の解明、②ジオウにおける根の肥大化の分子メカニズムの解明を行い、さらに
は、複数の植物種を対象としたトランスクリプトーム解析によって、③50種に渡る薬用植物について取得したRNA-Seq
データの解析による薬用植物のトランスクリプトームデータベースの構築を行うことを目的とした。	
方法および結果		
	 薬用植物のトランスクリプトーム解析では、葉や根など有用な化合物を産生する部位を中心にRNAを採取し、イルミナ
社製シークエンサーにより得られたRNA-Seqリードに対してde	Bruijnグラフアルゴリズムに基づくTrinityを用いてde	
novoアセンブリを実施した。得られたコンティグ配列のうち発現量の低い転写産物や短いisoformを除いたunigeneにつ
いてタンパク質配列データベースに対する相同性検索を行い、その結果を元にBlast2GOを用いて遺伝子機能やEC番号、
Gene	Ontologyなどを付与しアノテーションを行った。本研究ではトウサイカチやジオウをはじめとする50の植物種を対
象としてトランスクリプトーム解析を行った。なお、全ての植物種に対して同じ手法で解析を行った。各解析について
の方法および結果を以下にまとめた。	
① トウサイカチにおけるサポニン生合成経路の解明	
トウサイカチはマメ科の薬用植物の一種であり、抗がん作用や抗インフルエンザ作用など様々な薬理作用を有する。また
その果実にはサポニンを多く含有することから、古くから石鹸の代用とされてきた。しかしながら、それらの薬用成分の
生合成経路には不明な点が多く、それを解明することはトウサイカチのみならずサポニンを産生する薬用植物の高品質、	
高収率な栽培に繋がると期待される。我々は葉、果実、花など９つの器官からRNAを採取し、トランスクリプトーム解析
を行なった。その結果、47,855個のunigeneが得られ、その66％に当たる31,717個が既存のタンパク質配列と類似性を
有しており、類似した配列が最も多かった植物は同じマメ科であるキマメ（Cajanus	cajan）であった。９つの器官におけ
る発現プロファイルを調べ、各器官で特異的に発現していた遺伝子についてGene	Ontologyエンリッチメント解析を行っ
た結果、果実ではフラボノイド合成関連遺伝子とUDP-glucosyltransferase	(UGT)が高頻度に見られた。一方、メタボロ
ミクス解析を行った結果、トウサイカチに含まれるサポニンGleditsioside	Iは果実に最も多く含まれていた。サポニン
を含むトリテルペノイドは、シトクロムP450 によるヒドロキシル化とUGT による配糖化によってその骨格の多様性を増
加させており、それらの遺伝子を同定することはサポニン合成経路の解明に重要である。取得したunigeneにはサポニン
の合成経路に関わることが知られているP450 に類似性があるものが26 個、UGT に類似しているものが10 個含まれてお
り、そのうちP450では7個、UGTでは1個のunigeneが果実で特異的に発現していたことから、それらをサポニン合成系
に関わる候補遺伝子として推定した。	
② ジオウにおける根の肥大化の分子メカニズムの解明	
	 ジオウはゴマノハグサ科の薬用植物であり、その根は抗炎症作用、抗酸化作用などの薬理作用を有する。ジオウには主
に国内で流通しているカイケイジオウと現在は国内の一部の地域のみで栽培されているアカヤジオウがあり、カイケイジ
オウは薬用部位である根がアカヤジオウよりも肥大化する。本研究では肥大化の程度が異なるアカヤジオウとカイケイジ
オウについてin	vitro培養物の葉と細根、そして、in	vitro培養物を培養土に植え出した後、約50日が経過した植物体
（植え出し株）の葉、細根、肥大根のそれぞれを試料とし、トランスクリプトーム解析を行なった。アセンブルの結果、
45,185個のunigeneが得られ、その73％に当たる33,014個が既存のタンパク質配列と類似性を有しており、類似した配
列が最も多かった植物はゴマ科であるゴマ（Sesamum	 indicum）であった。カイケイジオウの肥大根において発現が増加
していた遺伝子群はデンプン合成、ショ糖やガラクトース代謝関連経路に関係するものがアカヤジオウよりも多く、フェ
ニルプロパノイド合成系やイノキノリンアルカロイド合成系に関わる遺伝子群は両ジオウにおいて発現が減少したもの
が多かった。これらの現象はサツマイモなどの肥大根でも報告されており、より肥大化するカイケイジオウで顕著であっ
たことからジオウにおける肥大化における重要なメカニズムの一つとして推測された。さらにストレス応答性遺伝子であ
るKIN2-like	geneのホモログの発現量が肥大化に伴い葉で増加しており、さらにqPCRでの検証を行った。その結果から、
KIN2-like	geneが根の肥大化を葉でモニタリングできるサロゲートマーカーの候補として考えられた。	
③ 50種に渡る薬用植物についての遺伝子配列データベースの構築	
トウサイカチとジオウを含む50種の薬用植物について得たRNA-Seqデータと公共データベースから入手した13種の薬用
植物のRNA-Seq データを同様の方法によりunigene を構築した。さらにゲノム配列が解読された代表的な植物54種の遺
伝子配列を加え、合計117の植物種についてデータベースの構築を試みた。そこで、約220万個のunigeneと約270万個
の遺伝子配列に対してOrthoFinderを用いてクラスタリングし、56,531個のオルソロググループを得た。各オルソロググ
ループにおける最長の配列に対してアノテーションを行った。現在、これらのアノテーションを格納し、各生物や属など
で共通に保存された遺伝子を検索できる薬用植物トランスクリプトームデータベースを構築している。このデータベース
は薬用植物の有用成分の合成経路の解明や有用遺伝子の検索などに幅広く活用されることが期待される。	
